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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar los cambios en la carga y tipo de flora vaginal con el
uso de esponjas intravaginales para la sincronizacion del estro con y sin la
aplicacion de un antibidtico. Se utilizaron 12 ovejas Katahdin, que se dividieron
aleatoriamente en dos tratamientos: Grupo 1 o control (n=6), en las que se colocé
solamente una esponja comercial de poliuretano con 20mg de acetato de
cronolona y Grupo 2 o AB (n=6), en las que ademas de aplicarse el mismo tipo de
esponja, ésta se impregno con 1g de enrofloxacina en solucién. No se encontraron
diferencias significativas para el nimero total de UFC/ml entre los tratamientos, el
dia de aplicacion de la esponja (P=0.57), ni al momento del retiro de las mismas
(P=0.22). En cuanto a los medios de cultivo, se encontré que el agar nutritivo fue
el mejor medio de cultivo antes y después de retirar las esponjas, y que el agar
McConkey mostro la cuenta de UFC/ml més baja, en el andlisis cualitativo de las
colonias se encontraron cocos y bacilos, de los cuales predominaron los cocos
Gram negativos. Se concluye que en el presente estudié el uso de enrofloxacina
en esponjas para la sincronizacion del estro, no disminuye la carga bacteriana al

momento de retirar los dispositivos.

Palabras Clave: Antibidtico, ovejas Katahdin, esponjas de poliuretano, UFC.
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l. INTRODUCCION
Los ovinos son un recurso genético animal de importancia econémica y social en

paises en vias de desarrollo como México. Ya que se adaptan a las distintas
condiciones agroclimaticas, produciendo carne a bajo costo en sistemas de
pastoreo (Duran, 2007). En los ultimos afios, ante el aumento de los nucleos
urbanos y el crecimiento demografico, la demanda de carne de cordero ha
aumentado exponencialmente, por lo que en México no se ha logrado cubrir la
demanda interna del producto. Situacion que ha dado lugar al aumento de
unidades de produccion intensiva de corderos para carne, asi como de criadores
de animales de registro para pie de cria. Dichos sistemas, al tener un mayor
margen de tecnificacion, estan implementando el uso de distintas tecnologias,
dentro de las que se incluyen las biotecnologias reproductivas (De Lucas et al.,
2003; Gonzalez et al., 2007,).

La sincronizaciéon del ciclo estral con el uso de productos hormonales, es una de
las técnicas reproductivas de mayor uso en México (De Lucas., 2013; Mata, 2010),
entre las razones principales para su implementacion, se encuentra el poder
incrementar la rentabilidad de los sistemas, al inducir la actividad reproductiva en
hembras jovenes (puberes) y adultas. La sincronizacién del estro es necesaria
para facilitar la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), asi como el éxito en los
protocolos de ovulacién mudltiple y transferencia de embriones (OMTE). Los
protocolos de sincronizacién del ciclo estral se pueden ejecutar con el objetivo de
acelerar el mejoramiento genético o simplemente para poder programar las fechas
de parto en temporadas convenientes para el productor, obteniendo de ésta
manera lotes homogéneos de corderos (Evans y Maxwell, 1990; Haresing et al.,
1989).

El uso de esponjas intravaginales impregnadas con progestagenos para la
sincronizacion del estro, ha resultado ser un método eficaz, respecto a otras
estrategias (Ortega, 2006; Simten, et al., 2008). Sin embargo, algunos de los
inconvenientes de utilizar esponjas de poliuretano, es el hecho de que al
permanecer en contacto con la mucosa vaginal por algunos dias, estas provocan

cambios en el pH de la vagina, creando una reaccién local asociada a la respuesta
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inflamatoria, y a infecciones bacterianas, causando retencidon y acumulacion de
fluido vaginal muco-purulento con olor fétido (Suarez et al., 2006). Estos signos se
han asociado a una disminucion de la fertilidad en programas de sincronizacion
del estro, y a una reduccion en atraccion sexual hacia los sementales al momento
de la deteccién y cubriciébn de las hembras (Suéarez et al.,, 2006; Manes et al.,
2010).

Ante los inconvenientes que plantea el uso de esponjas intravaginales para
sincronizar el estro en las borregas, es preciso evaluar los cambios en carga y el
tipo de flora vaginal, antes y después de la insercion de éstos dispositivos. Por
otra parte es preciso ampliar la informacion sobre el impacto de algunos
antibioticos tépicos en las esponjas sobre los cambios en la flora vaginal. Ya que
los estudios al respecto son escasos, por lo que la generacion de nuevas

investigaciones en el area permitira crear estrategias de solucion.
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HIPOTESIS
El uso de enrofloxacina topica en esponjas intravaginales para la sincronizacion

del estro puede disminuir la carga bacteriana y modificar el tipo de microflora

vaginal al momento de su retiro en ovejas Katahdin.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios en la carga y el tipo de la microflora vaginal por efecto del uso

de esponjas intravaginales de poliuretano con y sin antibidtico en ovejas Katahdin.

CAMBIOS EN LA FLORA VAGINAL DE OVEJAS KATAHDIN DESPUES DE USAR ESPONJAS INTRAVAGINALES CON Y SIN ANTIBIOTICO 6



FMVZ [rais Magana Arriaga UMSNH

[I.-ANTECEDENTES

2.1.- Panorama General de la Ovinocultura en México

En México tradicionalmente, la cria de pequefios rumiantes ha permanecido como
una actividad pecuaria secundaria y alternativa para los productores de bajos
recursos econdémicos y alejados de los beneficios de la asistencia técnica y la
tecnologia (Mata, 2010). Sin embargo ante la creciente demanda de carne de
borrego en la zona central del pais y ante el precio estable y atractivo que tiene la
carne de ovino en pie y en canal, la ovinocultura se ha fortalecido en los ultimos
afios siendo una actividad pecuaria muy promisoria (Duran, 2007; Avila et
al.,2011). EL precio de esta carne se ubica en un rango de $20 a $30Kg/en pie,
dicho precio es variable en funcién de las regiones de produccién y calidad de los
animales (SIAP, 2011).

En México, anualmente se producen cerca de 111,336 ton de carne de borrego,
con un aumento de 9.5% a partir del afio 2009 hasta el 2011 (SIAP, 2011); sin
embargo, la demanda de carne de ovino actualmente no se ha cubierto, lo que ha
dado lugar a la importacion del 50% al 60 % de éste producto para lograr
abastecer el consumo interno (Romero, 2013; Martinez et al., 2010). Ante ésta
situacion, los productores nacionales han detectado en una oportunidad de
inversion, por lo que existe un numero creciente de sistemas de produccion
intensivos y semi-intensivos, asi como de sistemas de granjas de ovinos de
registro de razas especializadas en la produccion de carne. En general la
composicidon genética de los rebafios nacionales se centra en las siguientes razas:
Suffolk, Hampshire, Rambouillet, las cuales se crian en las regiones templadas del
centro y norte del pais. Y las razas de pelo como Pelibuey, Blackbelly, Dorper y
Katahdin, que se crian principalmente en regiones tropicales y subtropicales del
territorio nacional. Las asociaciones locales y regionales de criadores de ganado
ovino, se encuentran agremiadas en la Union Nacional de Ovinocultores (UNO,
2012) reconocida por la SAGARPA y a partir de la cual, se han caracterizado los

recursos genéticos nacionales (De Lucas et al., 2003).
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En México, de acuerdo a los datos de la FAO y SAGARPA, en el afio 2011 se
estimo6 una poblacién ovina de 8, 219,386 de cabezas. El inventario de ovinos del
Estado de Michoacan para ese mismo afio ascendid a las 251,235 cabezas,
representando apenas el 3.27% del inventario nacional, el cual presenta un
aumento anual del 9% (SIAP, 2011).

La produccién ovina de México se lleva a cabo en las distintas regiones
agroclimaticas bajo diferentes esquemas productivos, donde predomina el sistema
de pastoreo diurno en gramas nativas y en terrenos de cultivo post cosecha, en
dichos sistemas se acostumbra el encierro nocturno para la proteccion del rebario.
Los sistemas extensivos y semi-extensivos se centran principalmente en la
produccion de corderos de destete para su posterior engorda y finalizacion en
sistemas intensivos (Mata, 2010; Galaviz et al., 2011).

Los sistemas intensivos de produccion de ovinos, generalmente se caracterizan
por un mayor margen de tecnificacion, controlando la nutricion, salud y genética
del ganado, haciendo uso de esquemas de reproduccion controlada y asistida.
Dentro de este tipo de sistemas, se encuentran los ranchos especializados la
produccion de animales para pie de cria, los cuales en los ultimos afios se han
avocado en la cria de razas de pelo para la produccién de carne como la Pelibuey,
Katahdin, Dorper y Blackbelly principalmente, debido a su adaptabilidad a
diferentes condiciones climaticas y a sus caracteristicas productivas (Mata, 2010;
Carrera y Carrera, 2013).

De acuerdo con Basurto (1997), la mayor parte de los rebafios ovinos del pais son
pequenos, aproximadamente de 10 a 75 cabezas, los cuales poseen un bajo nivel
de tecnificacion, con un bajo rendimiento productivo. Por lo que el abasto de la
mayor parte de carne para las regiones consumidoras de borrego, recae en los
sistemas intensivos y semi-intensivos (De Lucas et al., 2003; Andrade, 2010).Una
de las alternativas reproductivas para solucionar el desabasto de corderos en
México es la eficientizacidon reproductiva de las hembras (Martinez et al., 2010), a
través de la implementacion de biotecnologias reproductivas como la
sincronizacion del ciclo estral, que permite mejorar la fertilidad en las

explotaciones y acortar el intervalo entre partos, resultando necesaria para el uso
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de la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) y ovulacién multiple y transferencia
de embriones (OMTE) encaminadas al mejoramiento genético de los rebafios
(Carbajal,2008; Carrera y Carrera, 2013).

2.2.- Anatomia y Fisiologia Reproductiva de las Ovejas de Pelo

El aparato reproductor de la oveja consta de los siguientes érganos: ovarios,
oviductos, utero, cérvix, vagina, y vulva, cada uno con sus diferentes funciones
para la reproduccion, como son, la producciéon de hormonas, produccion ciclica de
ovulos, transporte de espermatozoides, transporte del ovulo fecundado (cigoto)
hacia el atero e implantacion, placentacion y nutricion del producto, entre otros,
(Dieter y Carithers, 1999).

2.2.1.- Ovarios

De acuerdo con Paramo (2010), el ovario es un Organo esencial para la
reproduccion, ya que posee una funciéon enddcrina (produccion de hormonas) y
exocrina (produccion de gametos). Los ovarios se encuentran ubicados en la
cavidad pélvica y estan unidos a la pared abdominal por el ligamento mesovarico,
su posiciéon depende de varios factores: entre los que destacan la edad y el
namero de partos de la hembra. El ovario de las ovejas posee una forma
almendrada, cada ovario pesa entre 0.6 y 3.0 g, dependiendo del estadio del ciclo
en que se encuentre la hembra. El ovario esta constituido por una region medular,
una zona cortical (corteza) y esta rodeado por un epitelio superficial llamado
epitelio germinal, (Evans y Maxwell, 1990). En la region medular se encuentran los
nervios y vasos sanguineos que nutren y controlan el funcionamiento de la region
cortical, donde se lleva a cabo el crecimiento de foliculos ovaricos y produccion de

gametos y hormonas (estradiol y progesterona) (Hafez, 1996; Paramo, 2010).
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2.2.2.- Oviductos

Los oviductos estan suspendidos en el mesosalpinx, que es un pliegue peritoneal
derivado de una capa lateral del ligamento acho, son unos tubos tortuosos de
unos 10-20cm de longitud, estos se dividen en cuatro segmentos que tienen
diferente funcion. El primer segmento es la fimbria, su funcion es captar el ovulo
para dirigirlo al sitio de fecundacion que se da en el segundo segmentd llamado
ampolla y finalmente el istmo y la unién Gtero-tubérica tienen la funcién de regular

la entrada de espermatozoides al oviducto, (Sisson, 2002; Paramo, 2010).

2.2.3.- Utero

Las ovejas poseen un utero bicorne, cada cuerno es independiente del otro,
teniendo como conducto comun al cuerpo uterino, que es relativamente pequefio.
Presenta 3 capas tisulares principales: endometrio, miometrio y perimetro, estas
capas en conjunto ayudan al paso de los espermatozoides al sitio de fecundacién
y permiten a que se lleve a cabo la gestacion (Evans y Maxwell, 1990; Hafez,
1996; Paramo, 2010).

2.2.4.- Cérvix

También llamado cuello uterino ya que forma parte del Utero, este mide de 4 a
10cm de largo, el cérvix es una valvula que permite el paso de los
espermatozoides para la fecundacion del ovulo o para cerrar la luz uterina desde
la vagina. Las células de revestimiento son glandulares, y su actividad secretora
varia segun las etapas, durante el estro secreta un moco claro y durante la
gestacion se produce un tapén cervical grueso que impide infecciones uterinas

durante la prefiez, (Evans y Maxwell, 1990; Hafez y Hafez, 2002).
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2.2.5.- Vagina

La vagina es un oOrgano continuo después del cérvix, este posee diversas
funciones, principalmente es el conducto excretor del utero, érgano femenino del
coito, y conducto del parto; su permeabilidad permite el paso de medicamentos,
tiene capacidad inmunitaria actuando como un érgano de depuracion o defensa
contra los microorganismos que pueden infectar el tracto reproductivo. El fluido o
moco vaginal actlla como una barrera fisica contra microorganismos patégenos
(Valero y Morales, 2011).

Las capas de la vagina, desde el interior son las siguientes:

Mucosa vaginal: Estd formada por un epitelio escamoso estratificado, el cual
puede variar en grosor y tipo celular con el ciclo ovérico y la produccion diferencial

de hormonas esteroides (Sisson, 2002; Paramo 2010).

Submucosa: Es tejido conectivo laxo o denso irregular y contiene foliculos
linfaticos, mas numerosos en la porcion caudal de la vagina, debido a que esta
carece de glandulas la funcion de la mucosa es la de humectar a la vagina para

que pueda realizar sus funciones (Hafez, 1996).

La tanica muscular: Consiste en un musculo liso, en general de disposicion
interna circular y externa longitudinal, con abundantes fibras colagenas y elasticas.
Los pliegues vaginales y la disposicion romboide permiten la elasticidad del

organo al momento de la copula y el parto (Hafez, 1996).

La tunica serosa o adventicia: Se compone de tejido conectivo laxo rico en

vasos sanguineos y nervios (Frandson, 1995; Dieter. y Carithers, 1999).

2.3.-Fisiologia Reproductiva de las Ovejas de Pelo

Las ovejas de Pelo, presentan una actividad reproductiva diferente a las razas
lanares, o carnicas desarrolladas en regiones frias y templadas del mundo. Ya que
su actividad reproductiva a lo largo del afio no se limita a una temporada definida y

limitada por el fotoperiodo natural (otofio-invierno en el hemisferio norte), por lo
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que se pueden clasificar como hembras poliéstricas continuas no estacionales
(Andrade, 2010; De Lucas, 2013).

En las regiones tropicales, las ovejas de pelo (Pelibuey, Blackbelly, Katahdin) han
mostrado una aptitud reproductiva cambiante a lo largo del afio, ya que se han
reportado pariciones en los meses de Mayo-Julio, Noviembre-Enero y Febrero-
Abril (Andrade, 2010). Reportandose intervalos entre partos de 180-220 dias en
distintas regiones, de acuerdo con Ortega (2006) las hembras de las razas
Blackbelly y Pelibuey llegan a tener tres partos en dos afios como promedio.

2.3.1.- Fisiologia del Ciclo Estral de la Oveja

La oveja es una especie que presenta estro a intervalos regulares en temporadas
reproductivas, (Evans y Maxwell, 1990) con una duracion promedio del ciclo estral
de 16-17 dias, esto puede presentar una variacion de algunos dias(14-19), debido
a la diferencia que existe entre razas En las ovejas estacionales, después del
periodo de anestro prolongado, se presenta una primera ovulacion silenciosa, la
cual se caracteriza por la ausencia de comportamiento sexual o signos manifiestos
del estro, este comportamiento es debido a la ausencia de un cuerpo Iiteo previo,
por lo que se puede presentar en ovejas puberes y durante el reinicio de la
actividad ovérica posparto (Evans y Maxwell, 1990; Aké, 2000; Molina, 2010).

El ciclo estral se divide en cuatro etapas que son (1) proestro: precedente al
estro. Inicia cuando la progesterona baja sus niveles como resultado de la
lutedlisis. En esta etapa las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante
(LH) son las responsables para el reclutamiento de foliculos, para la maduracion
de los ovocitos y su consecuente ovulacion (Gutiérrez et al.,, 2010). (2) Estro:
periodo relativamente corto, de dos a tres dias, donde la hormona predominante
son los estrogenos, responsables de las alteraciones de comportamiento, en el
cual la hembra acepta la copula. El aumento en los niveles de estradiol esta dado
por la talla folicular y la actividad de las células de la teca interna y la granulosa
(Ptaszynska, 2007). (3)Metaestro: periodo de transicion de la dominancia de los
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estrogenos a progesterona. En ésta etapa ocurre la ovulacion, por lo que se lleva
a cabo una reduccion de los niveles plasmaticos de estradiol, originandose un
aumento consecutivo en las concentraciones séricas de progesterona al formarse
el cuerpo lateo (CL) (Haresing, et al., 1989). (4) Diestro: Es el periodo mas largo
del ciclo estral y donde ocurre la maxima funcion del CL (Duréan, 2008; Uribe, et
al., 2009).

2.3.2.- Desarrollo Folicular Ovarico

En la hembra el proceso de desarrollo folicular ovarico comienza en la etapa
puberal, aunque desde el nacimiento se encuentran los foliculos primordiales, el
aumento en la talla y nimero de foliculos que son reclutados y pasan un proceso
de seleccién y dominancia de manera ciclica es el resultado de la maduracion,
coordinacion y comunicacion del eje hipotalamo- hipofisis-ovarios (Senger, 2003)
Las principales hormonas involucradas en el periodo del crecimiento folicular son,
la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), secretada por el hipotalamo;
que estimula la hipofisis anterior para que ésta libere la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), hormonas sustanciales para el
crecimiento de los foliculos, y la maduracion de los ovocitos (Evans y Maxwell
1990; Frandson, 1995; Prieto y Velazquez, 2002).

Ademas de promover el crecimiento folicular, las gonadotropinas estimulan la
esteroidogénesis, que da lugar a la secrecién de estradiol (E;) durante la fase
folicular y de la progesterona (P4) durante la fase de funcionamiento del cuerpo
lateo (Uribe, et al., 2009; Molina, 2010).

Durante el ciclo estral de la oveja, en la fase lutea existen foliculos en desarrollo,
los cuales sufren un proceso de atresia ante la ausencia de picos importantes de
gonadotropinas. Los foliculos en desarrollo durante esta etapa secretan Ej; sin
embargo, la P4 Inhibe la secrecion pulsatil de LH a nivel central y esto impide la
maduracion folicular y la ovulacién. Durante la fase folicular, cuando la
concentracion de P4 disminuye, el E, secretado por los foliculos en desarrollo
estimula la secrecion pulsatil de LH y se ejerce un sistema de retroalimentacion

positivo, favoreciendo la maduracion folicular y la ovulacion (Prieto y Velazquez,
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2002). Por lo general se han observado de dos a tres oleadas foliculares durante
el ciclo estral de la oveja, las cuales no se interrumpen durante la vida productiva
de hembra (Vifioles et al., 2002).

2.3.2.- Fase lUtea

Después de la ovulacion, el foliculo colapsado se llena por un coagulo de sangre
constituyendo lo que se conoce con el nombre de cuerpo hemorragico. Por la
influencia de la oleada de LH, las células de la granulosa, en la pared del foliculo
roto, proliferan y se transforman en células luteinicas que subsecuentemente
llenan el antro del foliculo. A los 4 a 5 dias el cuerpo hemorragico se transforma en
cuerpo amarillo sélido, llamado también cuerpo IUteo, este proceso se conoce con
el nombre de luteinizacion (Hafez, 1989; Evans y Maxwell 1990; Lopez et al.,
1993; Duran, 2008).

El cuerpo luteo secreta P4, hormona sexual femenina que prepara al Utero para
que acepte a un ovulo fertilizado o embrién. El nivel de progesterona en el torrente
sanguineo alcanza su maxima funcion alrededor de los 6 dias y permanece activo
durante la gestacion. En el caso de que no se genere la sefial de reconocimiento
materno de la gestacion, el ciclo estral se reinicia por la liberacién de PGF2a, que
se encarga de llevar a cabo la lisis del CL, reduciendo los niveles de P,y
aumentando la talla folicular para una nueva ovulacion(Evans vy
Maxwell,1990;Hafez y Hafez, 2002;Senger, 2003).

2.4.- Flora Microbiana Vaginal y Sus Cambios

El cuerpo de los mamiferos debido a que regularmente mantiene una temperatura
y un pH estable, ademas variedad de microorganismos, la naturaleza de estos
dependera de factores tales como la edad, higiene, dieta, condiciones zootécnicas
y alojamiento(Fernandez et al.,2006; Gonzélez et al., 2007).

En la mucosa vaginal de algunas especies de mamiferos como la oveja, la vaca, la

perray la mujer se presenta una carga microbioldgica, que normalmente es de tipo
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mixto, compuesta en su mayoria por bacterias y en una menor proporcion por
hongos y levaduras (Boscan et al., 2010). La microflora vaginal se compone por
microorganismos aerobios, anaerobios facultativos y anaerobios estrictos, esto se
debe a las caracteristicas fisicas del medio ambiente vaginal (Hafez, 1996). La
mezcla de microorganismos incluye saprofitos, patdégenos potenciales vy
oportunistas, los cuales estdn adaptados a un modo de vida no invasivo,
determinado por las limitaciones del ambiente, es decir, pueden proliferar y causar
infeccidn si son introducidos en tejidos no habituales(Fernandez et al.,2006). Bajo
condiciones naturales, el ambiente de la vagina, no permite la proliferacion
excesiva de microorganismos patégenos o saprofitos potencialmente patégenos,
toda esta flora se vuelve infecciosa debido a factores que afectan este ambiente,
entre los que figuran el estado fisiologico de la hembra, el medio ambiente
endocrino como la gestacion, parto, o puerperio. También influyen los estados de
inmunosupresién y agresiones 0 traumatismos externos. En este sentido la
presencia de cuerpos extrafios modifica el tipo y la carga de microorganismos
vaginales, alterando las condiciones del medio ambiente vaginal (Giuseppe, 1980;
Boscan et al., 2010).

Entre las bacterias aerobias vaginales se encuentran las de los géneros
Staphylococcus, Streptococcus y Coliformes. Asi mismo destacan los géneros
Lactobacillus, Fusobacterium y Peptostreptococcus que se caracterizan por estar

adaptados a condiciones anaerdbicas (Boscan et al., 2010; Manes et al., 2010).

Del medio ambiente vaginal se han aislado hongos del género Aspergillus y
Penicillium, aunque la levadura mé&s comun es la Candidaalbicans. Otro
microorganismo de caracter facultativo en cuanto a exigencias de oxigeno para su
crecimiento es el Arcanobacteriumpyogenes (Giuseppe, 1980). Las vaginitis
(inflamacioén e infeccion vaginal), segun su etiologia se distinguen en trauméticas,
térmicas, toxicas e infecciosas, estas ultimas son las mas frecuentes y a menudo
concomitantes con otras alteraciones del tracto reproductivo. De acuerdo con Gatti
et al (2011), en el ganado ovino, bovino y porcino, la progesterona tiene efectos
iInmunosupresores que se han asociado con el aumento en la carga bacteriana en

la vagina. Por lo tanto, la vaginitis que se presenta durante la sincronizacion del
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ciclo estral con esponjas intravaginales puede ser consecuencia de los
progestagenos presentes en la esponja, ademas de la irritacion, absorcién y
retencién de liquidos en la vagina debido al contacto de la mucosa vaginal con el
poliuretano (Gatti et al., 2011; Fernadéz et al., 2006).

Dichos autores reportan que el crecimiento bacteriano abundante se debe
principalmente a un aumento brusco de bacterias coliformes como las gram
negativas (E. coli y Klebsiella spp). Se ha demostrado que en la oveja y en la rata,
los cambios en la flora vaginal tienen una relacion directa con el nivel de atraccion

sexual hacia los machos (Gatti y Ungerfeld, 2012).

2.5.- Sincronizacion del Ciclo Estral en las Ovejas

En la actualidad el manejo endocrinolégico del ciclo estral, es una herramienta que
se utiliza para aprovechar al maximo el periodo reproductivo de la hembra. Dicha
estrategia mejora los resultados reproductivos (Ortega, 2006; Avila et al.,
2011).Una de las ventajas de la sincronizacion de los estros es la facilidad para la
aplicacion de programas de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) y ovulaciéon
multiple y transferencia de embriones (OMTE), ya que permite la presentacion del
estro en un periodo corto de tiempo (12-48 h) entre las hembras, reduciendo
ademas el tiempo para su deteccidn y sincronizando la ovulacién. Esto se ha
logrado al manipular la vida media del cuerpo lUteo; ya sea acortandola con
agentes luteoliticos, o bien alargandola con progestagenos (Cognie y Mauleon
1989; Molina, 2010).

2.5.1.- Estrategias de Sincronizacion del Ciclo estral

Los métodos de sincronizacion con farmacos, son una herramienta que facilita el
manejo de los animales al evitar el encierro diario para deteccion del estro. Existen
2 formas principales de llevar a cabo el control del ciclo estral en las ovejas, Las

cuales se basan en el uso de hormonas (Carbajal, 2008; Gatti y Ungerfeld 2012).

Las mas utilizadas son:

CAMBIOS EN LA FLORA VAGINAL DE OVEJAS KATAHDIN DESPUES DE USAR ESPONJAS INTRAVAGINALES CON Y SIN ANTIBIOTICO 16



FMVZ [rais Magana Arriaga UMSNH

(1) progestagenos: estos simulan la presencia de un cuerpo luteo; lo cual
bloguea la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) y ésta a
su vez, inhibe la produccion de estrégenos, hormona luteinizante (LH) y foliculo
estimulante (FSH). Por ello, al suspender su tratamiento, se elimina el bloqueo
hipotalamico de GnRH, el cual estimula inmediatamente a la hipdfisis para la
liberacion de FSH y LH en un periodo corto de tiempo (Mata, 2010; Gutiérrez,
2010).

(2) Agentes luteoliticos: Los agentes luteoliticos, como la PGF2a se han utilizado
con éxito para la induccién de la actividad estral, durante la fase de diestro, ya que
inducen una interrupcion prematura de la actividad del CL. El descenso de los
niveles plasmaticos de progesterona, estimula la activaciéon del eje hipotalamo-
hipofisis-gonada, generando actividad folicular y ovulacibn. Los agentes
luteoliticos por lo general se aplican después de haber utilizado, progestagenos en

protocolos de sincronizacion combinados (Uribe et al., 2010).

2.5.2.- Dispositivos para la Sincronizacién del Estro

Los dispositivos utilizados para la sincronizacion del ciclo estral en las ovejas, se
basan en la liberacion controlada y sostenida de progesterona y sus analogos.
Estos dispositivos mantienen altas las concentraciones de progesterona,

reduciendo la liberacion hipofisaria de hormona FSH y LH (Duran, 2007).

Los principales analogos de progesterona utilizados para la sincronizacion del

estro en las ovejas son los siguientes:

e Acetato de medroxiprogesterona (MAP)
e Acetato de fluorogesterona (FGA)
e Norgestomet

e Cronolona

Estos progestagenos pueden ser administrados por medio de implantes

subcutaneos de silicon, dispositivos intravaginales en forma de esponjas o de
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dispositivos siliconizados, inyecciones y de manera oral (Ortega, 2006; Gutiérrez
2010).

2.5.3.- Esponjas intravaginales

Las esponjas intravaginales de poliuretano han sido el tratamiento tradicional de
eleccion para la sincronizacién del estro en pequefios rumiantes (Simten et al.,
2008), esto se debe a la eficiencia en la tasa de presentacion de celo, ya que del
a 2 dias posteriores a su retiro, aparece la actividad estral. En general las hembras
tratadas con esponjas intravaginales el porcentaje de las que entran en estro se
ubica entre un 80 y 100%(Orozco et al., 2005; Avila et al., 2011). Algunos reportes
como el de Duran (2007) muestran que el uso de tratamientos con esponjas de
acetato de fluorogestona (FGA), pueden presentar una fertilidad baja en algunos
casos. Por otra parte Razo (2010), encontré que el uso de las esponjas en la
sincronizacion del estro genera una fertilidad relativamente alta, ya que de un
100% que entran en celo, un 71.8% de las hembras quedan gestantes.

Sin embargo, la tasa de fertilidad en las ovejas sincronizadas generalmente es
menor, que en las ovejas que presentan celo natural o espontaneo (Knights et al.,
2001).

Por otra parte, el uso de esponjas intravaginales como método de sincronizacion
del estro, puede presentar problemas, entre los que destacan la pérdida del
dispositivo de (2% a 3%), el motivo principal de esta pérdida, es que el hilo de la
esponja se encuentra fuera de la vulva y estos al ser mordidos por otra hembra
son halados y retirados (Ortega, 2006).0tro delos problemas que ocasionan las
esponjas, son las adherencias a la mucosa vaginal, vaginitis y otras infecciones al
momento de retirar dichos dispositivos(Suarez et al.,, 2006; Duran,2007;
Razo0,2010).

2.6.- Uso de Antibidticos en la Sincronizacién del Ciclo Estral con Esponjas
Intravaginales en Ovinos
Ya que los dispositivos intravaginales son ampliamente utilizados para sincronizar

el estro en ovejas, y al permanecer por varios dias en la vagina, provocan un
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aumento en la carga vaginal. Con la finalidad de disminuir los efectos negativos de
las esponjas y evitar posibles infecciones se ha experimentado el uso de
antibioticos de amplio espectro de manera local (impregnando las esponjas) y de

manera sistémica, cuando se administran por via parenteral (Suarez et al. ,2006).

Se han realizado algunos estudios en especies como los ovinos, bovinos y
porcinos para determinar cuanto y de qué manera la mucosa vaginal se ve
afectada por el uso de esponjas de poliuretano, probando el efecto de aplicar
algunos antimicrobianos de manera local (Suarez et al., 2006; Gatti et al., 2011;
Gatti y Ungerfeld, 2012).

En un reporte publicado por Suarez et al. (2006) se evaluaron los cambios de la
carga bacteriana y del tipo de microorganismos de la mucosa vaginal en diferentes
tiempos, siguiendo un tratamiento con esponjas intravaginales, ademas de evaluar
la susceptibilidad de las bacterias a los antibioticos. En dicha investigacion, se
encontré que el uso de esponjas intravaginales incrementé La carga de microflora
bacteriana en la misma medida, independientemente del tiempo de permanencia
de la esponja en la vagina. En cuanto al uso y aplicacion de antibioticos, se
concluy6 que la cefalotina y gentamicina resultaron efectivas, reportdndose que
existio resistencia a antibiéticos como la amoxicilina y oxitetraciclina. Por otra parte
Gatti et al. (2011), reportan que la oxitetraciclina disminuye el crecimiento
bacteriano provocado por la esponjas intravaginales, en trabajos posteriores (Gatti
y Ungerfeld, 2012), los resultados se repiten en cuanto a la eficiencia de la
oxitetraciclina utilizada a nivel local.

Otros antibidticos que poseen potencial de uso en las esponjas intravaginales son
los B-lactamicos (penicilinas, estreptomicinas y enrofloxacinas). Sin embargo, se
debe considerar su metabolizacion, vida media, y costo para hacer de ésta

practica un método confiable.
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lll.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- Ubicacion del Area de Estudio

El estudio se realiz6 durante el mes de diciembre de 2012 en una granja ovina
comercial, ubicada al norte del municipio de Morelia, Michoacan, México. Regién
clasificada como CW1 (clima templado con lluvias en verano) ubicada entre los
19° 42’ 08” de latitud norte y los 101° 11’ 08” de longitud oeste, a una altitud media
de 1921 msnm (INEGI, 1994).

3.2.- Animales y Tratamientos

Se seleccionaron 12 ovejas no gestantes de la raza Katahdin con mas de 2 partos,
un peso promedio de 40 kg y una condicion corporal de 3 a 3.5 puntos en la
escala propuesta por Russel (1984), donde 1 fue emaciada y 5 fue considerada
como obesa. Los animales se encontraban clinicamente sanos y sin descarga
vaginal aparente.

Las ovejas se alimentaron con ensilado de maiz, heno de alfalfa y alimento
concentrado comercial cubriendo sus requerimientos nutricionales. De acuerdo a
su peso vivo (Kearl, 1982). Teniendo acceso en todo momento a bebederos, sales
minerales y sombreaderos.

Las 12 ovejas se dividieron aleatoriamente en 2 grupos con distinto tratamiento:
Grupo 1 o control (n=6), en las que se coloc6é solamente una esponja comercial
de poliuretano con 20mg de acetato de cronolona (Intervet, México).Grupo 2 o AB
(n=6), en las que ademas de aplicarse el mismo tipo de esponja, ésta se impregné
con 1g de enrofloxacina topica en solucion (Bayer, México).

Las esponjas permanecieron por tiempo variable, realizandose el retiro de las
mismas de forma aleatoria en ambos grupos; seleccionando dos ovejas por

tratamiento los dias 3, 6 y 9 posteriores a su aplicacion.

3.3.-Toma de muestras
Se colectaron muestras de mucosa vaginal a las 12 ovejas antes de la aplicacion

de las esponjas y al momento del retiro de las mismas.
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Para la toma de muestras, se introdujo un hisopo de algodon estéril con mango de
madera, el cual se gir6 sobre la mucosa vaginal en aproximadamente 1 cm?® de
superficie. Para evitar el arrastre de material extrafio al fondo de la vagina, los
labios vaginales se abrieron mediante el empleo de un espéculo vaginal
previamente desinfectado en una solucion yodada al 10%. Se cuidé que la zona
del barrido fuera la misma en todas las muestras (fondo vaginal) Una vez tomada
la muestra, el hisopo se coloc6 en 5ml de solucion buffer fosfato estéril con un pH
neutro (7) quebrandose el mango en la boca de los tubos para evitar tocarlo. Los
tubos se sellaron herméticamente y se colocaron en una hielera con refrigerantes

(4 °C) para su transporte al laboratorio.

3.4.- Cultivo de Microorganismos

La preparacion de los medios de cultivo, siembra, incubacion y conteo de
unidades formadoras de colonia (UFC) se llevaron a cabo en el Centro
Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia (CMEB) ubicado Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH).

a) Preparacion de los medios
Para el cultivo de los microorganismos, se prepararon 4 medios sélidos distintos
(BD Bioixon, México): Agar nutritivo como medio no restrictivo; Agar Sangre
para bacterias patdégenas de actividad hemolitica, el cual se preparé con un 5 %
de sangre completa de ovino; Agar dextrosa sabouraud (PDY); como un medio
selectivo para cultivar hongos y levaduras; y el Agar McConkey, para cultivar
selectivamente enterobacterias. Los medios se reconstituyeron en 500ml de agua
desionizada, y se esterilizaron en un autoclave a 150° C durante 15min. Después
de la esterilizacion, los medios se colocaron en cajas de Petri estériles bajo el flujo
laminar de una campana de cultivo. En cada caja se colocaron 20ml de cada
medio y se empacaron al vacio, almacenandose a 6°C hasta el momento de la

siembra.
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b) Siembray Cultivo de Microorganismos

El proceso de siembra se realizé en una campana de flujo laminar previamente
desinfectada con luz ultravioleta por 15 min. En cada caja de cultivo y con ayuda
de un asa de vidrio en forma de L, se esparcieron uniformemente sobre la
superficie del agar 200ul de la solucion buffer con la muestra colectada. Antes de
colocar la muestra, el frasco se agité durante 30seg en un agitador de pulso
eléctrico (Vértex) y el asa de siembra se bafé en alcohol, y se encendio para su
desinfeccibn en un mechero Bunsen. Cada muestra tomada se sembro por
duplicado.

El cultivo de los microorganismos se llevé a cabo en una camara de incubacion

con flujo de CO, a una temperatura constante de 37°C durante 24h.

3.5.- Analisis y Conteo de Colonias Bacterianas
Para realizar el conteo de las unidades formadoras de colonia (UFC) se utilizé una
lupa de aumento (10X), realizdndose un conteo del niamero total de UFC en cada

caja, de acuerdo al método propuesto por Pérez et al. (1987).

Andlisis de la Microflora Vaginal

Para la tincion de las UFC y clasificacion de los microorganismos en Gram
positivos y Gram negativos, se utilizd6 el método de tincibn de Gram, de acuerdo
con el protocolo descrito por Pérez (1987).

Para la tincion Gram, se analizaron 48 UFC de diferentes cajas de cultivo tomadas
aleatoriamente de los diferentes medios, considerandose la misma cantidad de
UFC por tratamiento antes y después del retiro de las esponjas.

Para la observacién microscépica se realizé un frotis en un porta objetos por cada
colonia aislada de cada uno de los cultivos, los frotis se cubrieron posteriormente
con un juego de reactivos para tincion en el siguiente orden: (1) cristal violeta
como colorante primario, (2) alcohol cetona como agente decolorante y (3)
safranina como colorante de contraste, dejando actuar cada uno durante 1min.
Posteriormente se enjuagaron con agua corriente. Los frotis se dejaron secar a

temperatura ambiente, una vez valorada la tincion, se procedié a la observacion
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en un microscopio compuesto (Velab 2897) con el objetivo de 100x, colocando un
cubre objetos y aceite de inmersion para la observacion, (Pérez et al., 1987;
Carter, 1985).

3.6.- Andlisis estadistico

Las variables que se analizaron fueron: namero total de UFC/ml, niumero de
UFC/ml por cada medio de cultivo, tipos de bacterias (por morfologia) y tipos de
bacterias por tincibn Gram. Los datos se transformaron logaritmicamente (base
10), y se realizd un calculo de UFC por cada ml de la solucion buffer que se
sembrd. Los datos se analizaron mediante comparaciones de medias entre grupos
mediante la prueba de “t” de Student. Ademas de realizarse un analisis de
varianza para medidas repetidas utilizando el paquete estadistico Statgraphics
centurion XV, version 15.2.05 (2007).
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IV.- RESULTADOS

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas para el nimero
total de UFC/ml entre los tratamientos (Figura 1), ni en el dia de insercion de la
esponja (P=0.57) ni al dia del retiro (P=0.22), encontrandose un promedio UFC/ml
de 6.7X10%2.3y 6.4X10%2.0al inicio y 10.1X10°+2.6 y 11.8X10%1.7 en los

grupos Control y AB, respectivamente.
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Figura 1. Promedio total de UFC/mlI cultivadas a partir de mucosa vaginal en dos grupos
de ovejas tratadas con esponjas intravaginales de poliuretano con y sin antibiético
(AB=grupo tratado con antibiotico).

UFC/ml= Unidades formadoras de colonias por mililitro.

En cuanto al numero de UFC/ml en los diferentes dias de retiro (3, 6 y 9) tampoco
se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (P>0.05) (Figura 2).

En el analisis de los distintos medios de cultivo se encontrdé que el agar nutritivo
mostré un mayor niimero de UFC/ml al momento del retiro (8.1X10° UFC/ml para
el Grupo 1 o control y de 9.6X10° UFC/ml para el Grupo AB; sin que existiera

diferencia significativa entre grupos (P>0.05).
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Figura 2. Cambios en la microflora vaginal (UFC/ml X10? en dos grupos de ovejas

Kathadin tratadas con esponjas intravaginales de poliuretano con y sin enrofloxacina.
*Dia 0 (muestras tomadas antes de colocar las esponjas
*3, 6y 9 (dias en que se realizd el retiro de las esponjas)

El segundo agar en importancia, resulté ser el agar sangre (7.5 X10° UFC/ml
Grupo Control y de 8.48X10°UFC/m| Grupo AB). Para el nimero de levaduras, el
medio PDY mostré un promedio de 6.51 X10°UFC/ml en el grupo control y de 9.08
X10°UFC/ml en el grupo AB. El manejo sanitario de las muestras resulté ser
favorable, ya que el nimero de enterobacterias fue de 1.55 X10°UFC/ml en el
grupo control y del.43X10°UFC/ml en el grupo AB. Dicho medio de cultivo
(McConkey), resulté con la carga de microorganismos mas baja, respecto al resto

de los agares de cultivo (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Promedio de UFC X10°ml en diferentes medios de cultivo a partir de mucosa
vaginal de ovejas tratadas con esponjas de poliuretano con y sin antibiotico, antes y
después de retirar las esponjas.

. Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
Medio de . (colocacién . . .
) Tratamiento (retiro de (retiro de (retiro de
cultivo de la esponja) esponja) esponja)
esponja) ponj ponj ponj
Agar Control 2.84 6.69 6.86 8.11
nutritivo Antibidtico 3.53 7.53 10.47 9.6
A Control 1.68 7.28 5.94 7.54
garsangre - antibistico 4.42 8.12 7.18 8.48
PDY Control 3.7 4,72 6.38 6.51
Antibidtico 2.62 5.8 11.43 9.08
Mcconkey Control 0.12 0 4.61 1.55
Antibidtico 1.45 2.95 0 1.43

En el analisis cualitativo de las UFC, se encontraron cocos y bacilos, de los cuales
predominaron los cocos Gram negativos. Al momento de retirar las esponjas
intravaginales no se encontré un cambio importante en el tipo de microorganismos
con el uso de enrofloxacina topica respecto a los cultivos antes de colocar las
esponjas, encontrdndose una alta similitud entre los grupos de ovejas (Figura 3).

B Dia 0 M Dia Retiro

20

15 A
10
) B

€ocos gram- cocos gram + bacilos gram - bacilos gram +

Figura 3. Tipos de bacterias cultivadas a partir de mucosa vaginal de ovejas Katahdin
tratadas con esponjas intravaginales de poliuretano y acetato de cronolona antes y
después de su retiro.
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V.- DISCUSION

El uso de esponjas de poliuretano para sincronizar el ciclo estral tiene influencia
en el desarrollo de microorganismos, principalmente de bacterias a nivel vaginal
(Suérez et al., 2006). Aunque en el presente estudio no se encontraron cambios
en entre los tratamientos, esto puede ser debido al propio mecanismo de defensa
que posee la vagina (Valero y Morales, 2011), ya que las contracciones
musculares, el aumento en la secrecion de fluido vaginal y la infiltracion de células
de la respuesta inmune ayudan a la disminucion de la carga bacteriana. Es
importante mencionar que aunque no se observd una diferencia entre los dos
tratamientos, el promedio de UFC/mI que se encontrd en el estudio fue menor a lo
reportado por Suarez et al. (2006) quienes encontraron alrededor de 10000
UFC/ml antes de colocar las esponjas. Es importante mencionar que en el
presente estudio desde el momento previo a la colocacion de las esponjas, la
carga de UFC/ml en el grupo de ovejas tratadas con antibiético fue numéricamente
mayor, respecto a las del grupo control, situacion que pudo alterar el metabolismo
del antibidtico, ya que este antibidtico tiene una rapida absorcién y metabolizacion

en los rumiantes (Otero et al., 2001).

Debido a que las ovejas tratadas se encontraban clinicamente sanas, esto pudo
influir positivamente en el promedio de UFC/ml encontrado en el presente estudio,
que se encuentra por debajo de lo reportado por otros investigadores, quienes
reportan cargas de alrededor de 15, 675 UFC/ml antes de colocar las esponjas
(Suérez et al., 2006; Simten et al. ,2008). Igualmente, los resultados de la presente
investigacion, difieren de lo citado por Gatti et al. (2011), quienes encontraron una
disminucién significativa en la carga bacteriana al momento de retirar esponjas
impregnadas con oxitetraciclina, aunque dichos investigadores administraron el
mismo antibiético de manera sistémica durante el tratamiento, situacién que pudo
disminuir de manera importante la flora vaginal, al combinarse la accion local y
sistétmica de dicho antimicrobiano de amplio espectro. En la investigacion
realizada por Boscan et al. (2010), para evaluar la poblacion bacteriana vaginal en
vacas, encontraron un dominio de las bacterias Gram positivas respecto a las

Gram negativas, sin embargo en el presente estudio, en el analisis cualitativo de
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las colonias se encontraron principalmente cocos y bacilos, siendo mayoria los
gram negativos, resultado que coincide con lo reportado por Manes et al. (2010).
Esta situacion puede estar relacionada con el hecho de que existe variabilidad en
la carga y tipo de flora vaginal entre hembras de distinta especie, incluso en
individuos de la misma especie, y del mismo rebafo, ya que factores ambientales,
endocrinos Y fisioldgicos modulan la respuesta inmune y el control bacteriano de la
mucosa vaginal (Fernandez et al., 2006; Giuseppe, 1980). Es importante
contemplar el hecho de que al introducir un cuerpo extrafio a la mucosa vaginal,
se modifica el microambiente de la misma, cambiando el pH, la irrigacion y la
secrecion normal de la misma, situacion que evidencia la necesidad de contar con
estudios sobre la caracterizacion de la flora vaginal en animales productivos a lo

largo del ciclo reproductivo.
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VI.- CONCLUSIONES

No se encontré un efecto significativo de la enrofloxacina sobre la disminucion del

namero total de UFC/ml al momento de retirar las esponjas en el presente estudio.

El mejor medio de cultivo que se encontré en el presente estudio fue el agar
nutritivo como medio no selectivo en ambos tratamientos. Adicionalmente se
encontré que en las hembras del presente estudio existid una alta carga de
bacterias con actividad hemolitica por el niumero de UFC que crecieron en el agar

sangre.

La enrofloxacina tépica no modificé el tipo de microflora vaginal en el presente

estudio, predominando los cocos gram negativos en ambos grupos de ovejas.
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VIl.- PERSPECTIVAS

Debido a la escasa informacion sobre la microflora vaginal de la oveja, es
importante realizar investigaciones respecto al tipo de microrganismos que estan

presentes de manera natural en la vagina.

Es necesario saber una cantidad mas exacta de las UFC y tipo de bacterias que
se encuentran en la vagina en las distintas etapas de la vida reproductiva de la
hembra y en las fases del ciclo estral, para tener una idea aproximada de la
utilidad de emplear ciertos antibiéticos en los protocolos de sincronizacion del ciclo

estral.

Debido a que los métodos de sincronizacién del ciclo estral varian en cuanto a las
dosis y hormonas y dispositivos, es importante realizar estudios para conocer la
manera en que influye el tipo y la dosis de progestagenos, estradiol o
gonadotropinas, asi como la posible influencia de los dispositivos como el CIDR y
esponjas sobre los cambios asociados a la vaginitis al momento de retirar dichos

dispositivos.
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